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PREPARATION D f INOCULUMS A LONGUE VIABILITE ET RESISTANCE 
A LA TEMPERATURE AMELIOREE ET PRODUITS AINSI OBTENUS 

La presente invention a pour objet un nouveau procSde de 
preparation d 'inoculums ainsi que les produits obtenus, lesquels 
presentent une longue viabilitS et une resistance a la temperature 
amelioree. 

Elle a trait plus particulierement a" un precede d 'inclusion de 
micro-organismes du genre Rhizobium dans une matrice constitute par 
un gel de polymere, a des fins agronomiques. 

Les micro-organismes du genre Rhizobium ont Ste deer its comme 
resistants 5 un Stat de dessiccation extreme 
(MARSHALL, 1964. Aust. J* Agric. Res. 15, 273-281). Sur ce principe, 
on a propose" de nombreux types d' inoculums. 

Notamment, HUNT, (1958. J. Bacterid. 76,453-454) a propose une 
methode de conservation des cellules bactSriennes sur des billes de 
porcelaine deshydratees. 

Dans I'US 3.034 968, on a propose un procSde par mise en 
suspension de culture de Rhizobium dans des huiles liquides 
d£shydrat£es. La teneur en eau est conprise entre 1 et 10 Z, la 
resistance a la temperature du micro-organisme dans ce type 
d f inoculum est elevee. Dans l'US 3.168 796, on a propose aussi un 
inoculum constitue* d'une suspension de Rhizobium dSshydratee dans 
des huiles melangees a du talc ou du kaolin. Des travaux anterieurs 
avaient montre* que les microbes en suspension dans une huile liquide 
deshydratee sont capables de survivre et ont une grande resistance 
aux temperatures (SAVAGE et al, 1922 , Pood Inv. England ; ROYLE et 
TANNER, 1935 Zents. Bakt. Parasitenk, 2, 436-449 Press. Champaign 
JENSEN, 1945. Microbiology of meats. The Garrard). 

La lyophilisation, couramment utilisee dans les procedes 
mSdicaux et agro-aliment aires a Ste* appliquee a la preparation de 
culture de Rhizobium aux USA d$s 1944 et en AUSTRAL IE des 1961 
(BERGENSEN, 1981, dans : Methods for evaluating biological nitrogen 
fixation, John Wiley and Sons). 
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L'atomisation pour deshydrater les cultures de Rhlzobium a St§ 
aussi appliquee (OCHIN, 1980, ThSse Lille). Dans les deux derniers 
cas, diffexentes substances protectricea ou supports sont utilises 
(lactose, lait, chlorydrate de cysteine, malto-dextrine, amidon, 
5 sucres, talc, plStre, farine...)* 

De nombreux procSdSs proposent des inoculums solides et 
partiellement deshydrates ayant des teneurs en eau comprises 
entre 6 - 8 X et 32-38 X (GAULT dans Rhizobium Newsletter, 
26, 1981). Ces inoculums sont obtenus par adsorption des cellules 

10 de Rhizobium sur des supports divers (tourbe, lignite, vermiculite, 
argilee, platres, ferine d'os, eclat de oarbre, gel de silice, 
r 6s Idas vegStaux. . .) • 

Le. brevet GB 1.490.046 propose des granules sees de platre sur 
lesquela sont adsorbes les Rhizobium . FRASER (1975. J. Appl. 

15 Bacteriol, 39, 345) decrit une technique de preparation de poudre 
deshydratee de Rhizobium sur des granules de gypse. NILSSON (1957 
Rev. Sci. lustrum, 11, 212) utilise du sulfate de sodium sans eau 
pour deshydrater les cellules de Rhizobium par formation d f une eau 
de cristallisation qui donne Na 2 S0^.10 H^O. 

20 Cependant la dessiccation est considered comme un proced§ hasardeux 

du fait d 'une mauvaise connaissance des mecanismes de resistance des 
Rhizobium (GAULT. R dans Newletters.vol. 21 (1) Avril 1981, page 34). 
Selon VINCENT, (1980, dans Rhizobium Newsletter, 25, 198)1 et d'autres 
auteurs (SALEMA, dans Biological Nitrogen fixation, June 1981 ; 

25 * STRUD0M, 1980, Soil Biol. Biochem. 12, 353-356) les Stapes 
conduisant & l'Stat deshydratS seraient la cause de la destruction 
du Rhizobium . 

C'est pourquoi le concept general suivi consiste I considerer 
que pour assurer la survie des micro-organismes , il faut conserver 
30 dans les inoculums une certaine humidite. 

De cette maniSre, le milieu de culture est apporte" sur un 
support tel que la tourbe, ou dans un gel polymere tel quel 
ou I 1 on essaie de require la perte en eau, ou tout au moins de 
mainteair une disponibilitS de l'eau (ou une activity de I 1 eau) 
35 dans 1' inoculum qui renferme, outre le micro-organisme, des 
elements mineraux solubles, une source hydrocarbonee telle 
que mannitol et une source azotle telle que l'extrait de levure. 
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C'est ainsi que dans l'US 4 155 737, on a propose ^inclusion 
dana un gel polyme're. Selon ce brevet, le gel polymere peut etre 
constituS parun gel de polyacrylamide ou un gel de silice. 

.Or, l'on salt que pratiquement le polymere doit etre 
biodegradable ou tout au moins non polluant. 

C'est pourquoi, dana la demande europeenne 17 565 
au nom de la demanderesse , on a revendique de choisir comme support 
une matrice a* base d f au moins un polymere du groupe des 
polysaccharides, ce proc£de* se caracterisant par le fait que l'on 
fait subir audit polymere un traitement de reticulation au moins 
partielle. 

De plus on a revendique* dans cette demande d'additionner le gel 
d'une substance a" forte absorption d'eau, telle qu'une silice 
synth£tique ou naturelle. 

En general, afin de s 'assurer d'une bonne survie des 
micro-organismes , l f on maintient une activite de l f eau a* une valeur 
avantageusement superieure a" 0,85. Mais l'on sait que pour les 
humidites optimales requises dans les inoculums rgferencies dans ces 
brevets, par exemple pour la survie des Rhizobium , la germination 
des spores de champignons et le developpement des moisissures et 
contaminants est d craindre pour des produits non stSriles. 

Plus gSnSralement pour la plupart des moisissures, l'activite 
de l'eau limite est comprise entre 0,80 et 0,95 mais on trouve aussi 
certaines moisissures capables de se developper I des activites de 
l'eau plus basses, celles-ci sont dites xerophiles 11 ou " osmotolerantes 
pour designer 1' ensemble des micro-organismes capables de se 
developper dans un milieu £ faible activity de l'eau (a w = 0,6-0,7), 

II est done ne*cessaire pour assurer la stabilite 
microbiologique des inoculums, pour une teneur en eau optimale, de 
preparer et de stocker les inoculums sterilement ou d 'assurer leur 
conservation au froid ; la stabilite des inoculums refrigeres 
resulte a" la fois de 1 'abaissement de la temperature et du blocage 
d'une fraction d'eau disponible pour les contaminants ; l'integrite" 
de 1 'inoculum est respecte, mais au prix des lourdes contraintes de 
la chaine de froid. 

En regie gSnerale, ces inoculums demeurent fragiles vis-a-vis 
des contaminants et r€sistent mal au-dela d'une quarantaine de 
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degrSs, ce qui est un inconvenient dans les pays chauds, ou de 
maniere gengrale, lors de la conservation du fait d'un risque 
certain de contamination. 

La present e invention a egaleraent pour objet un produit 
presentant une structure souple facilitant sa mise en oeuvre, 
et son stockage. 

Pour cela, pour maltriser les differents processus de 
degradation : dgveloppeaent de micro-organismes, reactions 
chimiques, reactions enzymatiques, alteration de la texture, on peut 
agir plus ou moins seiectivement sur chacun de ces phenomenes en 
jouant sur. les paramStres habituels de la physico-chimie, 
temp€rature, pH, potentiel redox, utilisation d ■ inhibiteurs spScifiques 

Mais ces doyens se sont averts limit es- Ceci vient en 
particulier du fait que comme soulignS precedemment, l f enseignement 
de l'art anterieur repose sur le principe que l'eau disponible doit 
etre suffisante pour assurer la survie du micro-organisme. 

Dans les inoculums decrits dans l'art antSrieur, on n'atteint 
pas une valeur singuliere de I'activite de l'eau permettant leur 
stockage sans precautions particulieres du fait que l'on se situe & 
des valeurs de 0,5 au mieux. Ce qui est suffisant, pour eviter la 
contamination mais. insuffisant pour empecher la destruction des 
micro-organismes • 

V ob jet de la present e invention est la preparation d' inoculums 
stables au cours du temps en les rendant aptes £ un stockage 
prolonge ne necessitant ni traitement thermique, ni sterilisation 
particuli&re, ni refrigeration, ni agent de conservation. 

Dans la presente invention, on decrit un moyen priviligie pour 
conserver les inoculums en modifiant la disponibilite de l'eau, 
exprim6e en terme d'activite de l'eau, sans detruire les 

micro-organismes. 

Des travaux lmportants de la demanderesse ont mis en evidence 
que partant des valeurs habituelles de I'activite de l'eau dans les 
inoculums, de l'ordre de 0,85 et plus, si l f on abaissait I'activite 
de l'eau, il y aurait bien, dans un premier temps, diminution du 
developpement des moisissures et des reactions enzymatiques, mais 
que l r on observait une plasmolyse importante des cellules, et des 
reactions de brunissement . 

Mais on a observe que, de maniere surprenante, si l f on 
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continual t a abaisser 1' activity de l'eau, ces in convenient s 

disparaissaient et que, contrairement a ce que laissait supposer 

l'gtat de l'art, la survle des micro-organ ismes etait assuree. 

Le concept de l 1 invention consiste a extraire du produit la 

5 fraction d'eau la plus disponible et a utiliser les caracteristiques 

de melange gel et substances solubles associees, agissant comme des 

.solute's ou des humectants, de preference dans le domaine des tres 

faibles activltes de l f eau. La valeur de cette activite depend 

notamment des conditions du milieu et de la nature du micro-organisme. 

10 On peut admettre que d'une maniSre generale, pour les valeurs 

minimales de l f a , on conserve un nombre maximum de cellules viables. 
v 

Les differentes valeurs de 1 'activite de l'eau sont obtenues et 
dSterrainSes par la mSthode dlte des solutions aqueuses saturees 
(Multon 1981 Techniques d'analyses et de controle dans les 

15 industries agro-alimentaires - APRIA -) . 

Le proc£de* selon 1* invention se caracterise done par le fait 
que le sSchage est suffisant pour abaisser 1 'activite de l'eau dans 
1 'inoculum en dessous de celle de la valeur critique soit 
genSralement I une valeur inferieure a 0,5 et de preference de moins 

20 de 0,3 et avantageusement en dessous de 0,1 que l'on malntlent cette 
valeur lors du stockage contrairement aux procedes de l'art 
antirieur qui, decrivent un sechage conduisant & un produit qui en 
fait reste dans la zone lethale. 

Les differentes valeurs optimales de 1' activite de l'eau pour 

25 la protection du micro-organisme dependent notamment de la 
temperature, de la nature du micro-organisme, de la nature et 
de la concentration des composes presents, et du type de polymere 
utilisg. 

La connaissance de la vitesse de destruction des 
30 micro-organisme s £ la temperature est un paramStre necessaire pour 
la mise au point de procedes de preparation tres surs pour un 
inoculum. Les travaux de la demanderesse ont montre que la 
resistance des micro-organismes dans les inoculums aux temperatures 
SlevSes (60°C) Stait maximale pour les valeurs de 1 'activite de 
35 l'eau les plus faibles et que la perte de la survie intervenait 
rapidement a ces memes temperatures quand ces valeurs allaient 
vers 0,5. 

Les travaux de la demanderesse ont egalement montre que la 
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vltesse de destruction des micro-organismes aux activites de 1'eau 
interm&llaires de l f ordre de 0,4-0,8 est fonction de la source 
hydrocarbonee du milieu de culture. 

On peut avancer rhypothese selon laquelle la survie des 
5 micro-organlsmes est sous la dipendance de la disponibilite de 1'eau 
qui joueralt le role de reactlf en mettant en solution les composes 
solubles ou partlellement solubles presents dans le milieu. 

La mobilite de ces composes, par suite de phenomene d'osmose, 
entralnerait la destruction des micro-organlsmes. 
10 Les travaux de la demanderesse ont , en plus, montre que 

1 1 evolution des isothermes de sorption des inoculums, et par 13 
l'activite de I'eau, etait modifiee par le mode detention de 
l'isotherae (phenomene d 'hysteresis), par la temp§rature, par la 
nature, et la concentration des sources hydrocarbouees et des substances 
15 solubles du milieu de culture, par la modification du milieu de 
culture par le micro-organisme, par les phenomenes de cristalllsation 
des composes cristallisables presents. 

Ces travaux ont montre, en outre, les caracteristiques 
specif lques d'hygroscopicite de different* polymeres utilises selon 
20 leur nature ou leur mode d'ob tent ion. 

On a aussi pu montrer que V inoculum polymere peut etre assoclS 
a un produit toxlque tel qu'un pesticide sans destruction des 
micro-organlsmes si 1' inoculum polymere est place" a de trfcs faibles 
activites de I'eau, notamment en dessous des seuils de demarrage de 
25 reactions hydrolytiques. 

On volt done que selon l'invention, le concept de l'activitS de 
I'eau, qui doit etre pris en consideration, englobe les phenomenes 
ou 1'eau intervlent, soit comme reactif chimique, soit comme element 
structural et permet de realiser une protection des inoculums tres 
30 simplement' par ajustement et maintien de 1'activitS de 1'eau, a un 
seull optimal sans prejuger de la maniere dont cet ajustement est 
effectue, et de maitriser le devenir des micro-organlsmes inclus 
dans les polymeres. 

Selon 1' invention, le milieu de culture renferme au moins une 
35 source hydrocarbon^ . Celle-ci est telle que du groupe des sucres, 
des polyols et des polysaccharides. On peut citer par exemple comme 
source hydrocarbonee le mannitol, le glycerol, le glucose, la 
dextrine , . 1 ' amidon . 
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Le milieu de culture renferme egalement une source azotee 
minerale organique telle que l'extrait de levure. 

Le milieu de culture renferme egalement avantageusement au 
mo ins un sel mineral. 
5 Selon 1 'invention, on prepare d'abord un milieu de culture 

renfermant une source hydrocarbonee (sucre, polyalcool, 
polysaccharide...) que l'on ensemence avec le micro-organisme. 

La concentration bacterienne peut etre augmentee par 
centrifugation prealable du milieu de culture, et remise en 
10 suspension du culot bacterien. 

Le milieu de culture ou la suspension bacterienne est ensuite 
apporte a un gel de polymere dans lequel le micro-organisme est 
inclus, puis le gel est seche\ 

Ce sechage peut se faire de diverses manieres, en une ou 
15 plusieurs Stapes. Toutefois, l'on doit eviter de faire appel a une 
technique qui entralne la destruction du micro-organisme. 

Selon l'invention, un simple contact a l'air dans les 
conditions habituelles de temperature et d'humidite relative n'est 
pas suffisant. 

20 L T on doit faire appel a* des techniques qui permettent d'obtenir 

une dSssiccation plus poussSe telles que : 

- flux d'air chaud et sec, evidemment dans les conditions 
compatibles avec la survie du micro-organisme. 

- solution saturee, en un compose" presentant I'actlvite de 
25 l*eau requise, evoluant vers l'€quilibre avec 1 'inoculum. 

Par ailleurs, on peut apporter 1' inoculum sur un support tel 
que a base de silice. 

On peut en particulier utiliser une silice obtenue par 

precipitation d'une solution de silicate par un agent acidifiant et 

2 

30 a surface specif ique BET comprise entre 50-600 m /g, comme decrit 

dans les FR 2 159 580 au nom de la demanderesse. 

On peut en particulier faire appel & une technique de sechage 

par atomisation, qui, de maniere inattendue, conduit a des inoculums 

dans lesquels la survie du micro-organisme est preservee alors meme 
35 que les temperatures des gaz de traitement sont largement 

superieures a celles que le micro-organisme peut subir. 
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Dans ce cas Sventuel lenient, la reticulation du polymere peut 
etre provoquSe par le traitement thennique lors du sechage. 

Bien evidemment, on peut combiner plusieurs de ces techniques. 

Dans le cas ofi l'on fait appel a une methode impliquant un 
5 absorbant tel que silice, cet absorbant peut en plus remplir une 
fonction de support et charge inerte, facilitant la mise en oeuvre 
et la manipulation de l f inoculum. 

Le polymSre utilise est avantageusement du groupe des 
polysaccharides auquel on fait subir un traitement de reticulation 
\0 au mo ins partiel. 

Par traitement de reticulation au moins partiel, on entend un 
traitement susceptible de modifier la structure du polysaccharide, 
tel que traitement thermique, traitement par un sel metallique ou de 
synergie au moyen d'un autre polymere et de preference par un autre 
15 polysaccharide. 

Le sel metallique est tel que le fer, d 'aluminium ou de calcium. 

Avantageusement le polymfcre est I base d f un 
hStero-polysaccharide a haut poids moleculaire obtenu par 
fermentation d'un hydrate de hydrocarbons par un micro-organisme du 
20 genre Xanthomonas ou Arthrobacter ou des champignons appartenant au 
genre Sclerotium . 

On peut egalement faire appel & des polymeres issus de gommes 
naturelles ou biosynthetiques, de provenance diverses : alguea 
(alginates, carraghenanes, agar), exsudats de plantes (gommes 
25 karaya, adragante, arabique) et de graines (guar, caroube) . 

Comme dit prScedememnt, on ajoute un milieu de culture ou une 
suspension de micro-organismes dans la solution de polysaccharide et 
l'on realise la reticulation au moins partielle du ou des 
polysaccharides . 

30 On peut aussi, selon une autre forme de mise en oeuvre, 

dissoudre le polysaccharide dans le milieu de culture. 

Les polymeres peuvent se presenter sous diverses formes : gels, 
billes, fibres, 

Avantageusement, on cherche S assurer la stabilite des 
35 inoculums obtenus et a les presenter sous forme de poudre ou 
microgranuies pour faciliter leur mise en oeuvre. 
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La limitation des transferts d'eau entre 1' inoculum polymere a 
faible activite de I'eau et 1 'atmosphere environnante doit etre 
r^alisee par le choix d'un mode d'eraballage adapte. 

La caracteristique principale de I'emballage selectionni est 
5 son impermeability a la vapeur d'eau. Cela suppose que I'emballage 
ait StS parfaitement realise, c'est-a-dire qu'il ne presente ni 
microporositS, ni microcanaux de fuite aux soudures. Dans 
l f emballage, il s'etablit un equilibre de pression d'eau entre 
1' atmosphere interne et l f inoculum ; une fois l f equilibre atteint, 
10 la capacity d'absorption d f eau de l'inoculum devient negligeable 
(rapport kg d'air / kg de produit tres faible). Pour le type de 
protection que l'on veut assurer, les films de polypropylene 
correspondent a un materiau d'emballage approprie tel que Pryphane 
commercialism par R.P. Films. Les films de polypropylene assurent une 
15 bonne stabilite thermique (non conductivity, non reflect ivite) , une 
faible transmission de la lumiere, une bonne permeabilite aux gaz. 

II est possible d'associer un deshydratant dans le sachet 
d'emballage. 

Comme deja dit, avantageusement on fait appel a des polymeres a 
20 base de polysaccharides qui vont inf luer sur le devenir du 
micro-organisme dans le sol suite a 1' inoculation : 

- la taille des particules de polym&re permet la meilleure 
dissemination des Rhizobium . 

- la poudre de polysaccharide se rShumidifie rapidement ; 

25 - le polysaccharide se lie aux particules de sols et autres 

substrata et aux racines ; 

- le polysaccharide est rapidement degrade dans le sol, les 
Rhizobium sont liberSs de leur matrice de polymere et infectent les 
racines de la legumineuse. 

30 Mais on ne sortirait pas du cadre de la presente invention en 

faisant appel a une autre matrice polymSre telle que polyacrylamide, 
gel de silice ou autre. 

Mais la presente invention sera plus aisement comprise a l'aide 
des exemples suivants, donnes a titre indicatif mais nullement 

35 limitatif . 

L'inoculum selon I'invention peut etre amene par une methode 
d'inoculation du sol ou par preenrobage des graines, comme decrit 
dans le FR 79 28956. 
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PREPARATIONS DES INOCULUMS 

1°) Preparation d'un inoculum gel Xanthane-caroube 
On obtlent lea inoculums suivants : 



- un inoculum A, Xanthane-caroube-mannitol si le 
mannitol a ete utilise comme source hydrocarbonee du 
milieu de culture ; 

- ou un inoculum B, Xanthane-caroube-glycSrol si le 
glycerol a St6 utilise" comme source carbonee du milieu 
de culture ; 

- ou un inoculum C Xanthane-caroube-DE-40 si le sir op 
de glucose DE-40 a et§ utilise comme source carbonee 
du milieu de culture ; 

- ou un inoculum D, Xanthane-caroube DE-33 si le sirop 

de glucose DE-33 a ete utilise" comme source hydrocarbonee 
du milieu de culture ; 

- ou un inoculum E, Xanthane-caroube dextrine, si la 
dextrine a €te* utilisee comme source hydrocarbonee du 
milieu de culture ; 

- ou un inoculum F, Xanthane-caroube-amidon, si de 
l'amidon soluble a ete* utilise" comme source carbonee 
du milieu de culture. 

Mode de preparation de 1 'inoculum A 

- milieu de culture - milieu YEM. 



- le pH est ajusti I 6,8 avec HC1N 

- sterilisation 120° C 

- selon une variante on reraplace le mannitol par une autre 
source carbonee (inoculum B, C, D, E ou F). 

- la souche utilisee de Rhizobium japonicum est la souche 
USDA 138 Beltswille dans laquelle le nombre de Rhizobium par ml 



- mannitol 

- extrait de levure DIP CO 



- Mg S0 4 , 7H 2 0 

- FeCl 3 

- NaCl 




10,0 
1,0 
0,5 
0,2 
0,004 
0,2 
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de culture apres incubation (6 jours) est de l ! ordre de 2-3 10 avec 
le mannitol ou les differentes sources carbonees utilisees. 

On prepare deux solutions (les valeurs sont donnees pour la 
preparation de 300 g d' inoculum). 
5 a) Solution de polysaccharide de type anionique resultant de la 

fermentation d 'hydrates de hydrocarbon^ par un micro-organisme de 
genre Xanthomonas de PM > 2.10 6 , que l'on designera par produit 1. 

On amene 100 ml d'eau distillee a 70-8O°C, on ajoute 1»5 g du 
produit 1, on raaintient cette temperature 20 I 30 minutes, sous 
10 agitation puis on le ramene entre 40 et50°C. 

b) Solution de farine de graine de caroube « polysaccharide 
constitue d 'unites $ -D - manno pyranosyl (liaisons 1 4) une sur 
quatre ou cinq etant . substitute en par 
unO^- D - galacto-pyranosyl PM ■ 3,1 10 5 que l'on designera par la 
15 suite par produit 2. 

On procSde de la meme facon en remp lagan t le produit A par 
1,5 g de farine de graine de caroube (produit 2). 

Lorsque les deux solutions sont a 40-4 5°C, on ajoute, sous 
agitation, a chacune d'elle, 50ml de la culture bacterienne. On 
20 verse alors, en agitant vigoureusement au le melange 
culture + polysaccharide dans le melange culture + farine de graine 
de caroube. j/obtention d'un gel consistant est instantan£e si les 
deux 'solutions sont melangSes vigoureusement. 

2°) Preparation d T un inoculum polymere Xan thane (Fibres) 
25 On obtient deux inoculums : 

- un inoculum G Xanthane Ald^t s * on utilise P our * a 
preparation des fibres, AlCl^ et le sorbitol coraroe complexant. 

- ou un inoculum H, Xanthane A1(N0 3 ) 3 si on utilise pour 
la preparation des fibres A1(N0 3 ) 3 et le Sorbitol comme complexant. 

30 Mode de preparation de l 1 inoculum G 

On disperse 1 g de produit 1 dans 100 ml de culture bacterienne, 
D 'autre part, on dissout 0,482 g de chlorure d 1 aluminium 
(A1C1 3 ~6H 2 0) dans 20 ml d'une solution aqueuse de sorbitol (agent 
sequestrant de 1 'aluminium) a 5 % de concentration. On neutralise la 
35 solution aluminique resultante au moyen d'une solution aqueuse 
normale de soude, ce qui conduit ii une solution limpide de nitrate 
basique d' aluminium & pH « 4. On ajoute au gel de polysaccharide, 
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sous agitation une solution basique d'aluminium. On observe un 
gpaississement et la separation d'.une solution aqueuse fluide ne 
contenant plus de polysaccharide. On essore le solide forme, on le 
lave avec de l'eau, et enfin, on le sSche. 

On peut remplacer A1C1 3> 6H 2 0 par Al (NO^ (inoculum H). 

On peut remplacer le sorbitol par du glycerol. 

3") Preparation d'un inoculum polymSr e alginate CaCl ? 
(billes ou fibres) 

On obtient un inoculum I alginate-CaCl 2 si on utilise la 
methode de preparation des fibres et le mannitol comme source du 
milieu TEH. 

Trois Stapes sont nScessaires. 

a) Preparation de la suspension de Rhlzobium dans 1* alginate. 
On dissout dans 100 ml de culture bacterienne 2 g d 'alginate de 

sodium faible viscositS (130-240 cps). 

b) Gellfication. On fait tomber la suspension de Rhlzobium dans 
l'alginate dans une solution de CaCl^O (170 g/1). La 
gglificatlon se fait en billes si l'on fait tomber goutte 1 goutte 
la suspension dans la solution de CaCl^O en agitant cette 
solution. La gellfication se fait en fibres si l'on verse 20 ml de 
la solution de CaCl 2 , sous agitation, dans la solution d'alginate. 

c) Lavage. Aussitot apres la geliflcation, on lave l'inoculum 
polymSre en billes (ou en fibres), dans l'eau courante. 

4-) Preparation d'un Inoculu m polvm5re alginate CaSO^ (gel) 
On obtient un inoculum J alginate CaSO^ si on utilise le 
mannitol comme source carbon€e du milieu YEM. 
Deux gtapes sont nScessaires : 

a) Preparation de la suspension de Khizobium dans un alginate 
de viscosltg comprise entre 750 et 1000 cps. On dissout dans 80 ml 
de culture bacterienne 1 g d'alginate. Pour cela, on disperse la 
poudre en pluie fine sur la culture en 1 'agitant continuellement 
jusqu'a solubllisation complSte de l'alginate. 

b) Gellfication 

On ajoute a la suspension de Rhlzobium dans l'alginate 20 ml 
d'une solution de CaSO^O a 6 g/1. La prise en masse du gel est 
instantanee. 
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Comme dit precSdemment le sechage est un point Important 
puisque lea modea de aSchages utilises dans I'art anterieur pour la 
survie dea micro-organismes tels que Rhizobium japonicum 
conduiaaient I des valeura trop elevSes de 1'activite de I'eau, ou I 
5 la destruction des micro-organismes lors de ce sechage. 

Dana lea exemples suivants, on a regie I'activlte de l'eau au 
moyen de solutions saturSes dont les valeur8 des activity de 
l'eau 3 une temperature de 25°C eont exposSes dans le tableau 1. 

10 



15 



20 



25 



30 



35 
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TABLEAU I 
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: SOLUTES s 
: (Solutions saturSes) : 


25°C : 


: "■ - i 
: NaOH 


0,0695 




KC 2 H 3 0 2 (1,5 H 2 0) i 


0,226 




: >feCl 2 


0,3273 


0,332 : 


: Cr0 3 : 


0,396 




: KjCO^O 


0,438 


0,4276 : 


• j 




: 


: >fe <*0 3 ) 2 


! 0,5288 


• 




: 


: Ha 2 Cr 2 0 7 


! 0,535 




: HaBr 


i 0,5770 




: CuCl 2 


: 0,886 




: RaN0 3 


: 0,7373 




: RaCl 


: 0,7532 




KC1 


: 0,8432 




: KN0 3 


: 0,920 




4 2 4 


: 0,927 


: 
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On a illustre dans les divers tableaux et courbes 1 ! influence 
d'un certain nombre de parametres. 

Figure 1 : Elle represente les isothermes de sorption des 
inoculums B (trace 1), I (tracS 2), A (trace 3) et d 'inoculums 
constitues de cellules de Rhizobium lyophilisees (trace 4) , de 
cellules de Rhizobium deshydratees sous vide (trace 5) 
et d'un inoculum sur tourbe (trace 6) (25°C) . 

Les petites f leches montrent le phenomene de cristallisation du 

mannitol . 

Figure 2 : Elle represente les isothermes adsorption-desorption 
de l'inoculum A et illustre le phenomene d' hysteresis (25°C). 

Figure 3 : Elle illustre les isothermes de sorption de 
l'inoculum A (trace 1) et les isothermes de sorption du meme 
inoculum mais sans cellules bacteriennes (milieu YEM non modifie) 
(trac§ 2) et avec le milieu de culture partiellement elimine 
(inoculum lave) (tracS 3) (25°C). Cette figure illustre l f influence 
que peut avoir le milieu de culture sur revolution des isothermes 
de sorption. 

Figure 4 : Elle illustre les isothermes de sorption du meme 
inoculum A mais a deux temperatures differentes (trace 1 : 4°C et 
trace 2 : 25°C). 

Figure 5 : Elle represente les isothermes de sorption du meme 
inoculum A (trac§ I) et les isothermes de sorption des graines de 
soja (trace" 2) et des graines de soja preenrobees (trace 3)(25°C). 

Figure 6 : Elle illustre l'isotherme de sorption du meme 
inoculum A et montre Involution de l'activite deshydrogenasique en 
fonction de l'a y (TPF - Triphenylf ormazan reduit) (25°C). 

Figure 7 : Elle illustre le phenomene de reaction de 
brunissement (type reactions de Maillard) dans l'inoculum J 
(tracS 1) et dans l'inoculum A (trace 2) apres 300 jours de stockage 
a 25°C 

Figure 8 : Elle montre l'effet de la temperature (55°C) sur la 
survie des Rhizobium au cours du stockage dans l'inoculum A 
(fig. 8 A) et l'inoculum B (fig. 8 B) en fonction de l'a tf (trace 1, 
a y - 0,09 ; trace 3, a y = 0,22 ; trace 4, a y =• 0,32 trace 5, 
a w ■ 0,43 ; trace 6, a y » 0,52). 

Figure 9 : Elle illustre l'effet de la source carbonee du 
milieu de culture sur la survie du Rhizobium dans l'inoculum A 
(mannitol) (tracS 1) et dans l'inoculum B (glycerol) (trace 2) 
apres 40 jours de stockage (28°C). 



16 2519022 

Figure 10 : Elle raontre la survie du Rhlzoblum dans l'inoculum 
G (trace 1) et dans I 1 inoculum H (trace 2) aprSs 30 jours de 
stockage (28°C). 

Figure 11 ; Elle represente les courbes de survie du Rhizoblum 
dans l'inoculum A en fonction de l'a w aprSs differents temps de 
stockage (25°C) (trace* 1 : 10 j ; trace 2 : 20 j ; tracS 3 : 30 j ; 
trace 4 : 80 J ; trace 5 : 110 j ; trace 6 : 180 j). 

Figure 12 : Elle illustre la survie du Rhizobium au cours du 

stockage de l'inoculum A (.) et de l'inoculum J ( Q ) en fonction de 

differentes a (28 °C). 
w 

Figure 13 : Elle illustre les courbes de survie du Rhizobium 
dans les inoculums A, B, C, D, E et F en fonction de l'a w apres 
10 jours de stockage (28°C) et met en evidence Teffet de 
differentes sources carbonees de poids moleculaires differents sur 
la vitesse de destruction des Rhizobium . 

Figure 14 : Elle represente les courbes de survie de trois 
souches de Rhizobium inclus dans le polymSre A aprgs 10 jours de 
stockage (28°C) (trace 1 Rhizobium Japonicum USDA 138 Beltswille ; 
trac g 2 Rhizobium meliloti 2011, INRA DIJON ; trace 3 f Rhizobium 
phaseoli souche Olivia Universite Minnesota, USA). 

Figure 15 : Elle represente les courbes de survie du Rhizobium 
japonicum dans l 1 inoculum A pour les graines de soja (ex. Kingsoy) 
pr€enrobees en fonction de l'a w et a deux temperatures (trace 1, 
28°C ; trace" 2, 4°C) apres 60 jours de stockage. 

TABLEAU 2 : II represente le pourcentage de germination des 
graines de soja prg-enrobees avec l'inoculum A et stockees I 
differentes a (28 °C) et le norabre de nodules par plante. 
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TABLEAU 2 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



: a y des graines : 


X de germination s 


Nombre de nodules 


: preenrobees 


► par rapport au 


/ plantule 


: (1) : 


temoin i 


(2) (3) 


: 0.09 


j 87.09 


i 18.66 . 


: 0.31 


: 90.32 


i 15.66 


• 
• 

: 0.51 


: 83.87 


: 3.90 



0.76 
0.93 



moisissures 



: : 








: 


: Temoin, graines : 


100 


. 
» 


0 


. 


: enrobees : 










: Inoculum liquide: 


92,64 


• 


18,32 




: : 




* 







(1) durSe de stockage des graines preenrobees aux differentes. 
a : 6 mois. 

(2) a des graines preenrobees (soja cv. Kingsoy) cultivees en vases de 

v 

vegetation (1 kg de sol) : 30 jours. 

(3) nombre moyen de determinations effectuees par 

traitement : 10 

Rhizobium Japonicum : USDA 138 
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TABLEAU 3 : II illustre l'effet de deux fongicides 
thiram - dieulfure de bis (bimethyl-thiocarbamyl) et ethyl phosphite 
d f aluminium associes a 1" inoculum A sur la survie du Rhizobium placS 
I diff erentes a y . 

TABLEAU 3 



TRAITEMENTS 



Log du nombre de Rhizobium /g 
apres 30 jours de stockage (25°C) 
ActivitS de I'eau 
0,06 : 0,22 : 0,39 : 0,43 : 0,52 : 0,75 



Inoculum A t 














sans thlrame : 


7,82 i 


7,74 : 


7,43 : 


7,39 : 


0 : 


0 : 


Inoculum A 














avec thlrame J 














dans les propor- * 


\ 8,83 


i 8,62 


: 8,04 


: 7,97 


: 5,65 


: 0 : 


tions (1/2) 














Inoculum A 














Anyl Sthyl 


: 8,81 


: 0 


: 0 


: 0 


: 0 


: 0 s 


phosphite 














d 1 aluminium (1/1) 















•Ehiram (Rhodiasan R.P.) Disulfure de bis (bimethyl-thiocarbamyl) 
a.a. 90 Z - solubilite : 30 ppm. 

Log du nombre de Rhizobium 1% d' inoculum avant stockage : 9,04 
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TABLEAU 4 : II represente la limitation des phenomenes de 
transferts d'eau des graines de soja pre-enrobees avec l f inoculum A 
par 1 'utilisation de sachets de polypropylene. Cet exemple est donne 
a titre illustratif, les graines de soja sont generalement 
conservees a 11 X d'humiditS (a 0,5/x/0,6). 



TABLEAU 4 



TRAITEMENTS 



Humidite" des graines * au cours du 
stockage a une humidite relative de 

1 ! atmosphere de 92.2 % 
(g.H 2 0/100g m.s 105°C) 

Duree de stockage (jours) 



12 



: Graines non : 10,58 : 11,46 

: ensachetees : : 



: Graines ensache- ; 






: tees dans les : 






: films de polypro-i 






rpylSne reference i 






: Pryphane ** 






; 25 SCBT : 


: 5,95 


5,98 : 


: 30 SCBT 


i 6,01 


s 5,91 : 


: 40 SCBT 


i 5,90 


i 5,95 : 



* Humidite initiale des graines : 5,46 g H 2 0/100 g m.s. 105°C 
** Epaisseurs respectives des films utilises : 25 , 30 
et 40/^. 
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Enfin on a sech£ les inoculums A et J dans un atomlseur tel 
que decrit dans l'ouvrage de Masters Spray Drying - second 
edition - John Wiley 4 Sons 1976 en mettant en oeuvre un 
atomisateur I turbine. 
5 En utilisant une temperature de sortie de 75°C et en faisant 

varier la temperature d f entree entre 150 et 250°C, on a pu constater 
que le log n Rhizobium vivant par gramme de poudre atomisee 
deaeurait stable et egal & la valeur de depart. II n'y a done pas 
destruction 'du Rhizobium et l f on peut obtenir une presentation en 
10 poudre. 
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REVENDICATIONS 
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1°) Procede de preparation d'inoculum a longue viabilitS et I 
resistance S la temperature ameliorSe par inclusion d f un 
micro-organisme apport€ par un milieu de culture, dans un gel de 
polymere, caracterise par le fait que Ton abaisse 1'activite de 
l'eau dans l 1 inoculum en dessous de sa valeur critique a une valeur 
inf^rieure a 0,5 et qu'ori le maintient a* cette valeur, 

2°) Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait 
que l'on abaisse 1'activite de l'eau dans l'inoculum en dessous 
de 0,3 et de preference en dessous de 0,1. 

3°) Procede selon l f une des revendications 1 et 2, caracterise 
par le fait que 1'activite de l'eau dans 1 'inoculum est abaisse" en 
effectuant un sechage par atomisation. 

Procede selon la revendication 1 et 2, caracterise par le 
fait que 1'activite de l'eau dans l'inoculum est abaisse au moyen 
d'une solution saturge en un compose" presentant 1'activite de l'eau 
requise. 

5°) ProcedS selon I'une des revendications 114, caracterise 
par le fait que l'inoculum est apporte sur un support 3 base de 
silice. 

6°) Precede selon la revendication 5, caracterise par le fait 

que le support est constitue par une silice precipitee de surface 

2 

BET comprise entre 50 et 600 m /g. 

7°) Procede selon l'une des revendications 116, caracterise 
par le fait que le polymere est du groupe des polysaccharides auquel 
on fait subir un traitement de reticulation au moins partiel. 

8°) Procede selon l'une des revendications 13 7, caracterise 
par le fait que le milieu de culture renferme une source 
hydrocarbonee telle que du groupe des sucres polyols et 
polysaccharides . 

9°) Procede selon la revendication 8, caracterise par le fait 
que la solution hydrocarbonee est du groupe du mannitol, glycerol, 
glucose, dextrine, amidou. 

10°) Procede selon l'une des revendications 119, caracterise 
par le fait que le milieu de culture renferme une source azotee 
minerale ou organique telle que 1' extra it de levure. 
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ll p ) Process selon l'une des revendications 1 a 10, caracterise 
par le fait que le milieu de culture renferme au moins un sel mineral. 

12°) Inoculum obtenu en mettant en oeuvre le procede selon 
l'une des revendications 1 a 11, caracterise par le fait qu'il 
5 comprend un micro-organisme inclus dans un gel polymere, une source 
hydro-carbonee, une source azotee et au moins un sel mineral. 

13°) Inoculum selon la revendication 12 caractSrisfc par le fait 
que le polymere est du groupe des polysaccharides au moins 
partiellement rSticulg, que la source hydrocarbonee est du groupe du 
10 mannitol, du glycerol, glucose, dextrine, amidon et que le 
micro-organisme est un Rhizobium . 

14°) Application de l f inoculum selon l'une des revendications 
11 et 13 au prSenrobage des graines. 

15°) Application de 1' inoculum selon l'une des revendications 
15 12 et 13 a 1* inoculation du sol. 
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